











































































砕抽出法における抽出促進効果及びメカニズムを検討した(第 6 章)。  
これまでの研究成果は下記の通りである。  
1. 冬虫夏草子実体の多糖類抽出過程を応答曲面分析法で解析した結果、
38.53 min、604.61 W 及び 4 mL/g といった最適条件が得られ、抽
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た結果、43.72 min、496.90 W 及び 13.21 mL/g といった最適条件が
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DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
ABTS 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt 
Trolox 水溶性ビタミン E 
FBS ウシ胎仔血清  
PBS リン酸緩衝生理食塩水  




多糖類(Ultrasonic-assisted extracted polysaccharides ) 
HWEP 熱水抽出法により抽出された冬虫夏草子実体由来の多糖類
(Hot-water extracted polysaccharides ) 
HUGLP 最適化された超音波破砕抽出法により抽出された霊芝菌糸
体発酵物由来の多糖類(High-power ultrasonic extracted 
Ganoderma lucidum polysaccharides) 
LUGLP 低出力超音波破砕抽出法により抽出された霊芝菌糸体発酵
物由来の多糖類(Low-power ultrasonic extracted 
Ganoderma lucidum polysaccharides) 
HWGLP 熱水抽出法により抽出された霊芝菌糸体発酵物由来の多糖
類(Hot-water extracted Ganoderma lucidum 
polysaccharides) 































(椎茸、エノキタケ、アミガサタケと舞茸 ) [ 1 -3 ]及び薬用キノコ (冬虫夏













(図 1-1)である。豆腐生産の場合，1 kg の大豆により、約 1.3 kg の新鮮
なオカラ(オカラの含水率を 75-80％とした場合)が産出される。江戸時
代、日本ではオカラを庶民的な食品として利用されていた時期がある [ 7 ]。
しがしながら、食物が豊富である現在、オカラは殆ど食品のかわりに
飼料や肥料などとして使用され、更に一部は有機産業廃棄物として処
分されている [ 8 ]。日本では、平均的に 1 トンのオカラを処理するために
20,000 円程度の費用がかかる [ 9 ]。  
日本豆腐協会 2012 年データ(図 1-2)によれば、オカラの利用につい
て，飼料用、肥料用及びその他はそれぞれ 65%、25%及び 10%の割合
を占めている。その他の部分については 50-90%は有機産業廃棄物とし




れてきた。豊富な栄養素(表 1-2、表 1-3、表 1-4) [ 1 0 ]を含むオカラも再
び食材として少しずつ人々の注目を浴びてきた。豊富な栄養素が含ま
れているため、微生物発酵基質としての利用も可能であろうと考えら
れる [ 11 ]。 
3 
 
また、機能性食品の開発分野にて、オカラはイソフラボン [ 1 2 -1 3 ]、食





冬虫夏草(Cordyceps sinensis )(図  1-3)は子嚢菌門核菌綱ボタンタケ目
バッカクキン科冬虫夏草属菌類の総称である。現在 500 種類程度の存






されている [ 1 6 ]。 
 近年、漢方薬、特に冬虫夏草の効能が実証されつつあり、多く研究
者が着目するようになってきた。掲載された論文や報告などによれば、
冬虫夏草の主な有効成分は多糖類、ポリフェノール、タンパク質 [ 1 7 -1 9 ]
などであり、抗腫瘍 [ 2 0、2 1]、抗炎症 [ 22、 2 3]、抗酸化 [ 2 4 -2 6]、抗白血病 [ 2 7、
2 8 ]、抗菌 [ 2 9 ]などの効果が確認されてきた。野生冬虫夏草の生育には過
酷な環境が必要とされている。更に市場需要量が年年増えてきたため、








開発された [ 3 1、3 2 ]。各栄養素の含有量および生理活性は野生冬虫夏草の






間も 2-3 年間であると考えられる。一方、本研究室の技術は 8 週間以内
に成熟した冬虫夏草を収穫できるため、培養効率は非常に高いと考え









されている [ 3 8 ]。特に免疫抑制されたマウスに対し、脾臓および胸腺指
数(spleen and thymus indices )の増加、脾臓リンパ球活性およびマクロ
ファ―ジ機能の強化が顕著に確認されている [ 3 3 ]。 
1.4 霊芝について 
 霊芝 (レイシ、Ganoderma lucidum )(図 1-4)はマンネンタケ科の一年






 野生霊芝の最適成長には 25-30°C の温度、80%以上の湿度、適切な照









類、トリテルペノイド、タンパク質 [ 3 9、4 0 ]など生理活性物質は霊芝の主
な有効成分である。その中、多糖類は最も重要な有効成分として、詳
しく研究されてきた。掲載された論文や報告などによれば、霊芝多糖







ヶ月ほどに短縮されることは可能になった [ 4 6 ]。 
しかし、短期間で成熟させられた霊芝子実体に含まれる栄養素は野








































高められた [ 5 1 ]。また、低頻度超音波の非混和性相の間の物質移動促進
効果により、すでに様々な標的成分の抽出に使用されている [ 5 2 ]。20-
100 KHz の超音波により、多糖類の構造変化及び分解は避けられるこ
とが報告されている [ 5 3、5 4 ]。 
これまでの研究から、超音波破砕抽出法が短処理時間、簡単な操作、
低溶媒消費、高抽出率などのメリットを有することが明らかになって
きた [ 5 5 ]。ただし、今まで多数の多糖類抽出に対する超音波破砕抽出法
の研究には低出力 (400 W 以下 )の超音波を用い、抽出促進効果を確認


















































表 1-1オカラの主な栄養素割合(単位：%／五訂栄養素表[56]による)  
大豆製品／栄養素 水分 タンパク質 脂質 炭水化物 灰分 
新鮮オカラ 75.5 6.1 3.6 13.8 1.0 
無水オカラ 0.0 24.9 14.7 56.3 4.1 
大豆(米国産、無水) 0.0 37.4 24.6 32.6 5.4 





多量 a (g/100g)栄養素 
タンパク質 脂質 炭水化物 フィチン酸 不溶性繊維 水溶性繊維 総繊維 灰分 
Edgar 
大豆 40 18.2 19 1.2 18.4 4.8 23.2 4.7 
豆腐 53.9 30.2 3.4 1.5 4.7 0.7 5.4 7.2 
オカラ 28.4 9.6 5.3 0.5 42 14.6 56.6 3.2 
Hutton 
大豆 40.1 21 15.2 1.6 16.4 5.3 21.7 5.3 
豆腐 53 35 2.5 1.9 5.4 2.3 7.7 6.3 
オカラ 25.4 10.9 3.8 1.2 43.6 14.5 58.1 3.7 
Prima 
大豆 39.5 20.4 17.7 1.7 15.5 5.6 21.1 5.4 
豆腐 52.4 32.4 3.7 2.5 4.8 2.8 7.6 6.8 






微量 a (mg/100g)栄養素 
Ca Mg Fe Na K Cu Zn Mn P ビタミン B1 ビタミン B2 ニコチン酸 
Edgar 
大豆 155 262 9.3 11.7 1609 1.7 5.5 3.2 715 0.44 0.06 2.71 
豆腐 1849 188 11.1 7.7 206 1.4 6 4.4 926 0.19 0.05 0.76 
オカラ 260 163 6.2 16.2 1046 1.1 3.8 2.5 396 0.59 0.04 1.01 
Hutton 
大豆 275 282 11.7 9.3 1739 1.7 4.6 4.1 635 0.54 0.06 2.65 
豆腐 2092 179 9.4 4.9 171 1.5 5.5 5.9 971 0.13 0.04 0.54 
オカラ 428 158 7.2 19.1 1094 1.1 3.5 3.1 444 0.49 0.03 0.82 
Prima 
大豆 187 247 11.6 3.5 1693 1.8 6 2.8 830 0.45 0.06 2.9 
豆腐 1939 207 9.5 6.1 256 1.4 6.9 3.8 1014 0.23 0.05 0.86 






















スタキオ―ス ラフィノ―ス スクロ―ス 
Edgar 
大豆 2.5 6.3 1.2 8.0 0.95 
豆腐 0.4 0.9 0.2 1.5 0.44 
オカラ 0.7 1.4 0.3 2.3 0.59 
Hutton 
大豆 2.3 4.9 1.7 5.6 0.74 
豆腐 0.4 0.5 0.2 0.8 0.58 
オカラ 0.6 0.9 0.3 1.3 0.68 
Prima 
大豆 3.0 5.1 1.6 7.2 0.78 
豆腐 0.2 1.0 0.3 1.6 0.55 




















































































超音波細胞破砕機(JY92 - IIDN)は杭州 Chincan 貿易有限公司(杭州、
中国)より購入した。超音波(周波数は 20 kHz に設定)の最大出力は 900 
W であり、1%から 99%まで 1%ごとに調整できる。反応系の温度は、





 冬虫夏草子実体は、40 °C で 2 日間乾燥し、粒径 150 μm まで粉砕し
た。その後、単糖類、脂質などを除去するために、サンプル粉末を 1 g
あたり 5 mL の 80%エタノールで還流した(質量の損失率は 1%未満)。
濾過及び洗浄を繰り返した残渣は 40°C で再び 24 時間乾燥した。乾燥





 処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清
を孔径 0.45 μm のフィルター(NY013045、アズワン株式会社)に通過さ
せ、固形物を除去した上、抽出液を得た。更に、1 mL の抽出液に 4 
mL の 99.5%エタノールを添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間




 サンプル粉末を 1 g あたり 30 mL の蒸留水に混合し懸濁液にした。
100 °C の水浴で 30 min に一回攪拌し、合計 2 時間抽出した。  
抽出液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を孔径
0.45 μm のフィルター (NY013045、アズワン株式会社 )に通過させ、固
形物を除去した。更に、1 mL の抽出液に 4 mL の 99.5%エタノールを
添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。そ
19 
 
の後、8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を
分離し、10 mL 蒸留水で再び溶解することで、多糖類水溶液とした。  
抽出率の計算 
 多糖類水溶液中の多糖類含有量は硫酸フェノール法により、定量した
[ 5 7、58]。吸光度を 0.2-0.8 の範囲内に合わせるために、多糖類水溶液を
適切に希釈した。そして、1 mL の多糖類水溶液を 0.5 mL のフェノー
ル、更に 2.5 mL の濃硫酸と混合し、100 °C の水浴で 15 min に変色反
応させた。4 °C の冷水により、室温(25 °C)まで急速的に冷却し、波長




多糖類抽出率  (%) = A(mg mL⁄ ) × B(mL) × C D(mg)⁄ × 100             (1) 








50 °C 以下に設定したことから、単一要素分析から外した。  
 超音波処理時間(3、6、9、12、15、18、21、24、27、30、33 及び 36 min)、
超音波出力(90、180、270、360、450、540、630、720 及び 810 W)及び溶媒















i=1 ∑ Aii 𝑋i




























他に設定された条件は 450 Wの超音波出力及び 20 mL/gの溶媒量であった。 






 単一要素分析において、90、180、270、360、450、540、630、720 及び 810 
W の超音波出力における冬虫夏草子実体多糖類の抽出率を検討した。他に設




結果より、20 mL/gの溶媒量で 30 min、450 Wでの超音波処理により、十分な
多糖類抽出がなされた[62、63]。 
溶媒量 
 単一要素分析において、4、5、6、7、10、15、20、25、30、35 及び 40 
mL/g の溶媒量における冬虫夏草子実体多糖類の抽出率を検討した。他に設定













 表 2-2 に示している通り、5 回の並行検査(各要素が全部 0 レベルである)を





































考えられ、P 値は 0.001 以下の場合は有意であり、0.0001 以下の場合は非常に
有意であることを示す。特に要素の場合、2 乗因子の P 値(例えば X12の P 値)
は１乗因子の P 値(例えば X1の P 値)より、優先的に採用するといった基準が
ある。 














 図 2-4 に、超音波処理時間及び超音波出力に関する曲面を示している。超






 図 2-5及び図 2-6により、溶媒量が固定値であれば、冬虫夏草子実体多糖類
の抽出率は 38.53 min 及び 604.61 W の場合に最大値に達することが確認され、
図 2-1 の結果に合致した。溶媒量の上昇とともに、冬虫夏草子実体多糖類の
抽出率は減少する一方であり、その結果は図 2-3 に合致した。ただし、懸濁
液を作製する際に、4 mL/g の溶媒量は最低限必要量であったため、4 mL/g 以
下の場合は検討出来なかった。 
 更に、図 2-4、図 2-5 及び図 2-6 により、曲面は緩やかであり、等高線は安
定している円形或いは円形の一部であるため、超音波処理時間、超音波出力
及び溶媒量といった 3 つの要素の相互作用は冬虫夏草子実体多糖類の抽出率




604.61 Wの超音波出力及び 4 mL/gであるように推測された。その最適条件に
より、冬虫夏草子実体多糖類の最高抽出率の予測値は 7.35%であった。 




 また、調節可能な最小超音波出力単位は最大値の 1%すなわち 9 W であっ
たため、最も近似する 603 Wが検証実験の超音波出力として採用された。 
 最後に、4 mL/g はピークの頂点ではなかったが、それ以下の量でサンプル
懸濁液が作製できなかったため、やむを得ず検証実験の溶媒量として採用し
た。 
 上記の最適条件により、冬虫夏草子実体多糖類の抽出を 3 回行った結果、






 表 2-5 に示した通り、熱水抽出法による冬虫夏草子実体多糖類の抽出率は
3.01 ± 0.10%であり、超音波破砕抽出法による冬虫夏草子実体多糖類の抽出率































表 2-1 単一要素分析の条件 
要素 (単位) 値 
超音波処理時間 (min) 3、6、9、12、15、18、21、24、27、30、33、36 
超音波出力 (W) 90、180、270、360、450、540、630、720、810 

















表 2-2 応答曲面分析条件(a)及び Box-Behnkenによる実験区結果(b) 
(a) 
要素 (単位) 記号 レベル 
-1 0 1 
超音波処理時間 (min) X1 10 30 50 
超音波出力 (W) X2 90 450 810 
溶媒量 (mL/g) X3 4 6 8 
(b) 
回数 X1 (min) X2 (W) X3 (mL/g) Y (%) 
1 0 0 0 6.41 
2 -1 1 0 5.75 
3 0 0 0 6.39 
4 0 1 -1 7.04 
5 1 0 1 5.52 
6 1 -1 0 4.77 
7 0 -1 1 3.96 
8 0 0 0 6.29 
9 -1 -1 0 4.10 
10 0 -1 -1 5.78 
11 0 0 0 6.32 
12 -1 0 -1 6.45 
13 1 1 0 6.31 
14 0 0 0 6.34 
15 0 1 1 5.57 
16 -1 0 1 4.98 
17 1 0 -1 7.05 












表 2-3 各要素に基づく抽出率の方程式の分散分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
残留 0.034 7 4.875 10-3   
不適合度 0.024 3 8.108 10-3 3.31 0.1389 




C.V.%  1.20 






















表 2-4 回帰係数の推定及び二次方程式の有意差分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
Model 13.40 9 1.49 305.48 <0.0001 
X1 0.70 1 0.70 144.02 <0.0001 
X2 4.59 1 4.59 941.63 <0.0001 
X3 4.95 1 4.95 1014.46 <0.0001 
X1X2 3.025 10-3 1 3.025 10-3 0.62 0.4567 
X1X3 9.000 10-4 1 9.000 10-4 0.18 0.6804 
X2X3 0.031 1 0.031 6.28 0.0406 
X12 0.52 1 0.52 107.32 <0.0001 
X22 2.46 1 2.46 505.46 <0.0001 





















表 2-5 超音波破砕抽出法と熱水抽出法の比較  
抽出法 超音波破砕抽出法 熱水抽出法 
抽出率の予測値 (%) 7.35 — 
抽出率の実測値 (%) 7.29 ± 0.07 3.01 ± 0.10 
装置出力 (W) 900 800 





















図 2-1 超音波処理時間に関する単一要素分析結果 





























図 2-2 超音波出力に関する単一要素分析結果 




























図 2-3 溶媒量に関する単一要素分析結果 


































































り、多糖類抽出を行った後、処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、




多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  









類は 4 °C で密封保存した。  
試薬 
MEM 細胞培地、DPPH、ABTS、ウシ胎仔血清(FBS)、リン酸緩衝生
理食塩水 (PBS)、トリクロロ酢酸 (TC(A)などは株式会社シグマ (神奈川、
日本 )より購入した。エタノールは和光純薬 (大阪、日本 )より、購入し




















 DPPHラジカル消去活性は Bloisが確立した方法[67]により、測定した。5 mg
の DPPH試薬を量りとり、99.5%エタノールにより、濃度が 25 mg/Lになるよ
うに調製した。測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が
10 mg/mL になるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃
度が 5、2.5、1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液
を調製した。 
 0.5 mL 上記各濃度のサンプル溶液に 3 mL の DPPH 標準液を添加し、十分





 十分反応した後、517 nm での吸光度を測定し、DPPH ラジカル消去活性を
方程式 4計算した。 
DPPH ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (B − C) A⁄ ｝ × 100        (4) 
その中、A、B 及び C はそれぞれ空白対照区、実験区或いは陽性対照区及
びサンプル対照区の吸光度を表す。 
ABTSラジカル消去活性の測定 
 ABTS 試薬を蒸留水で濃度が 7 mM になるように調整した。5 mL の ABTS
溶液を 88 μL の濃度が 2.45 mM である過硫酸カリウムと十分に混ぜ、室温暗
所で 12-16時間変色した後、標準液として室温暗所に保存されていた[68]。 




 測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL に
なるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、
1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 






 十分反応した後、734 nm での吸光度を測定し、方程式 5 により、ABTS ラ
ジカル消去活性を計算した。 
ABTS ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (A − B) C⁄ ｝ ×  100          (5) 







1.5 mM、6 mM、20 mMになるように調製した。 
 測定する前に、各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL に
なるように調製した。更に、2 倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、
1.25、0.625、0.313及び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 
 2 mLの上記各濃度のサンプル溶液に 1 mLの硫酸鉄(II)溶液、0.7 mLの過酸
化水素溶液及び 0.3 mLのサリチル酸ナトリウム溶液を添加し、十分混ぜた上、







 十分反応した後、562 nm での吸光度を量り、方程式 6 により、水酸基ラジ
カル消去活性を計算した。 
水酸基ラジカル消去活性 (%) = ｛1 − (A − B) C⁄ ｝ ×  100         (6) 















 SOD 様活性は SOD キットにより、簡易的に測定した。測定する前に、
各サンプル粉末を蒸留水により、濃度が 10 mg/mL になるように調製し
た。更に、2倍希釈の繰り返しにより、濃度が 5、2.5、1.25、0.625、0.313及
び 0.156 mg/mLである一連のサンプル溶液を調製した。 
 96 ウェルプレートはまずサンプル(サンプル溶液及び陽性対照試薬用ウェ








いは陽性対照溶液を 20 μL ずつ添加した。各ブランク 1 及びブランク 3
ウェルに、蒸留水を 20 μL ずつ添加した。  
ステップ 2：全てのウェルに WST ワーキング溶液を 200 μL ずつ添加し、
十分に混ぜた。 
ステップ 3：各ブランク 2及びブランク 3ウェルに、希釈液を 20 μL ずつ
添加した。  
ステップ 4：各サンプル及びブランク 1ウェルに、酵素ワーキング溶液を
20 μL ずつ添加し、完全に攪拌した。  
ステップ 5：37 °C で 20 分間変色反応させた。 
最終的には反応した 96 ウェルプレートの 450 nm での吸光度を測定し、方
程式 7により、SOD様活性を計算した。 
SOD 様活性 (%) = ｛(B − D) − (A − C)｝ (B − D)⁄ ×  100            (7) 
その中、A、B 、C及び Dはそれぞれサンプル、ブランク 1、ブランク 2及
びブランク 3の吸光度を表示している。 
3.2.3 免疫調節活性の検討 






























のペニシリンおよび 100 μg/mL のストレプトマイシンを添加した上、二酸化






















































































図 3-1 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の DPPH ラジカル消去活性
を示している。冬虫夏草子実体由来の多糖類の濃度が低い場合、DPPH ラジ








図 3-2 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の ABTS ラジカル消去活性
を示している。冬虫夏草子実体由来の多糖類の濃度が低い場合、ABTS ラジ





 低濃度の場合、超音波破砕抽出法の多糖類の ABTS ラジカル消去活性は熱
水抽出法の多糖類より、わずかに低かったが、高濃度の場合は同程度の活性
が見られた。 









図 3-4 は 2 種類の冬虫夏草子実体由来の多糖類の SOD 様活性を示している。
超音波破砕抽出法の多糖類の活性は熱水抽出法の多糖類より低かったが、
SOD 様活性は多糖類の濃度上昇とともに高くなる傾向が確認され、濃度が
0.833 mg/mL で 70%以上の SOD 様活性がみられたことから、明らかな濃度依





































































図 3-1 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の DPPHラジカル消去活性 




































図 3-2 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の ABTSラジカル消去活性 




































図 3-3 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の水酸基ラジカル消去活性 





































図 3-4 2種類の冬虫夏草子実体由来多糖類の SOD様活性 





































































































































































 霊芝菌株 NBRC31863 は独立行政法人製品評価技術基盤機構により
購入した。この菌株はジャガイモ -スクロース寒天培地 (PS(A)の上で、
4 °C で保存されていた。保存株の霊芝菌は、ジャガイモ-スクロース寒
天培地を用いて 25 °C で約 1 週間培養した。  
 その後、100 g に 0.2 g の酵母エキス、0.8 g のマルトース、2 g のス





である正方形に切り、100 mL 液体培地当たり 10 個程接種し、緩やか
に撹拌しながら液体培養を 5 日間行った。  
 最後に、固体培地 (オカラ :スクロール=10:1)に培養した霊芝菌液を







超音波細胞破砕機(JY92 - IIDN)は杭州 Chincan 貿易有限公司(杭州、
中国)より、購入した。超音波 (周波数は 20 kHz に設定しておいた)の最
大出力は 900 W であり、1%から 99%まで 1%ごとに調整できる。反応
系の温度は、温度警報システムにより、50 °C 以下に制御した。  
4.2.3 霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出 
サンプルの用意 
 霊芝菌糸体発酵物は、40 °C で 2 日間乾燥し、粒径 150 μm までに粉砕
した。その後、単糖類、脂質などを除去するために、サンプル粉末は 1 
g あたり 5 mL の 80%エタノールで還流した(質量の損失率は 3%未満で
あった)。濾過及び洗浄を繰り返した残渣は 40 °C で再び乾燥した。乾








 既往論文[ 4 ]により、超音波処理時間が 30 min であり、超音波出力が 80 W、
抽出温度は 80 °C、溶媒量は 10 mL/gである低出力超音波破砕抽出法を採用し
た。 
 サンプル粉末を上記溶媒量に従い、蒸留水に混合し懸濁液にした後、
上記の特定条件である超音波で処理し、80 °C で 30 分間抽出した。  
 抽出液は 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を孔径
0.45 μm のフィルター (NY013045、アズワン株式会社 )に通過させ、固
形物を除去した。更に、1 mL の抽出液に 4 mL の 99.5%エタノールを
添加し、抽出液中の多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  
 8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を分離
































 単一要素分析において 6、12、18、24、30、36、42 及び 48 min といった超
音波処理時間における霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設
定された条件は 450 Wの超音波出力及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
 超音波処理時間による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の変化を図 4-1 に示
した。 




 単一要素分析において 150、300、450、600、750 及び 900 W といった超音
波出力における霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設定され
た条件は 36 minの超音波処理時間及び 20 mL/gの溶媒量であった。 
超音波出力による霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率の変化を図 4-2 に示した。 





 単一要素分析において 5、7.5、10、15、20 及び 25 mL/g といった溶媒量に
おける霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出率を検討した。他に設定された条件は
36 minの超音波処理時間及び 450 Wの超音波出力であった。 
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 モデルの P 値は 0.0001 以下であったため、モデル(方程式 8)自身は有意で
あると考えられる。更に、超音波処理時間の P 値は 0.0002 であり、0.001 よ
り低く、超音波出力 2 乗及び溶媒量 2 乗の P 値は 0.0001 以下であったため、
各要素は単独的に霊芝菌糸体発酵物多糖類抽出率に対し、有意に影響してい
ると考えられる。 




 図 4-4 に、超音波処理時間及び超音波出力に関する曲面を示した。超音波









 図 4-6 に、超音波出力及び溶媒量に関する曲面を示した。超音波出力及び












最適抽出条件は 43.72 min の超音波処理時間、496.90 W の超音波出力及び
13.21 mL/g であると推測された[82]。その最適条件により、霊芝菌糸体発酵物
多糖類の最高抽出率の予測値は 10.13%であった。 
 超音波細胞粉砕機の調節機能により、調節可能な最小時間単位は 1 min で
あったため、44 minが検証実験の超音波処理時間として採用された。 
 また、調節可能な最小超音波出力単位は最大値の 1%すなわち 9 W であっ
たため、最も近似する 495 Wが検証実験の超音波出力として採用された。 
 最後に、13.21 mL/gを検証実験の溶媒量として採用した。 
 上記の最適条件により、霊芝菌糸体発酵物多糖類の抽出を 3 回行った結果、




 表 4-5 に示した通り、低出力超音波破砕抽出法および熱水抽出法による霊











































要素 (単位) 値 
超音波処理時間 (min) 6、12、18、24、30、36、42、48 
超音波出力 (W) 150、300、450、600、750、900 
















表 4-1 応答曲面分析条件(a)及び Box-Behnken による実験区結果(b) 
(a) 
要素(単位) 記号 レベル 
-1 0 1 
超音波処理時間 (min) X1 18 36 54 
超音波出力 (W) X2 150 450 750 
溶媒量 (mL/g) X3 5 12.5 20 
(b) 
回数 X1 (min) X2 (W) X3 (mL/g) Y (%) 
1 0 0 0 9.86 
2 1 1 0 9.00 
3 0 0 0 9.93 
4 -1 0 1 7.49 
5 1 -1 0 7.49 
6 -1 -1 0 6.56 
7 0 0 0 10.28 
8 0 0 0 9.63 
9 0 1 1 7.75 
10 0 0 0 10.10 
11 0 -1 -1 6.86 
12 0 -1 1 7.24 
13 -1 1 0 7.24 
14 1 0 1 9.01 
15 1 0 -1 8.47 
16 -1 0 -1 7.79 
17 0 1 -1 7.54 










表 4-2 各要素に基づく抽出率の方程式の分散分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
残留 0.41 7 0.058   
不適合度 0.17 3 0.056 0.95 0.4953 




C.V.%  2.88 



















表 4-3 回帰係数の推定及び二次方程式の有意差分析  
 二乗和 自由度 平均平方 F値 P値(prob. >F) 
Model 24.40 9 2.71 46.70 <0.0001 
X1 3.00 1 3.00 51.59 0.0002 
X2 1.42 1 1.42 24.51 0.0017 
X3 0.085 1 0.085 1.47 0.2654 
X1X2 0.17 1 0.17 2.94 0.1299 
X1X3 0.18 1 0.18 3.08 0.1224 
X2X3 7.232×10-3 1 7.232×10-3 0.12 0.7345 
X12 2.53 1 2.53 43.58 0.0003 
X22 11.01 1 11.01 189.62 <0.0001 


































抽出率の予測値 (%) 10.131 — — 
抽出率の実測値 (%) 10.011 ± 0.075 8.898 ± 0.285 7.189 ± 0.012 
装置出力 (W) 900W 900W 800W 










図 4-1 超音波処理時間に関する単一要素分析結果 































図 4-2 超音波出力に関する単一要素分析結果 































図 4-3 溶媒量に関する単一要素分析結果 





















































































処理された懸濁液を 8000 rpm、15 分間、4 °C で遠心分離した。上清を
孔径 0.45 μm のフィルター(NY013045、アズワン株式会社)に通過させ、
固形物を除去した。エタノールの使用量を節約するために、抽出液を
減圧濃縮した。その後、濃縮された抽出液に対して 4 倍体積に相当す
るエタノールを添加し、多糖類を 4 °C で 8 時間以上かけて沈殿させた。  
 8000 rpm、15 分間、4 °C の遠心分離により、沈殿した多糖類を分離
し、適量な蒸留水で再び溶解し、多糖類水溶液とした。この多糖類水





類は 4 °C で密封保存した。  
試薬 
MEM 細胞培地、DPPH、ABTS、ウシ胎仔血清(FBS)、リン酸緩衝生
理食塩水 (PBS)、トリクロロ酢酸 (TC(A)などは株式会社シグマ (神奈川、
日本 )より、購入した。エタノールは和光純薬 (大阪、日本 )より、購入







 DPPH ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.1)に従って測定し
た。但し、第 3 章と異なる点はサンプル溶液と DPPH 標準液を混合する際に、
それぞれの量が 0.6及び 2.4 mLになるように調整された。 
ABTSラジカル消去活性の測定 
 ABTS ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.2)に従って測定し
た 
水酸基ラジカル消去活性の測定 
 水酸基ラジカル消去活性は第 3 章に記述された方法(3.2.2.3)に従って測定し
た。 
SOD様活性の測定 







































図 5-1 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の DPPH ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、DPPH ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 1.0 mg/mL 以上
になると、約 100%の消去率が確認され、ビタミン E と同程度の活性を示し
た。また、明らかな濃度依存性がみられた。 
濃度が 0.06-0.5 mg/mL の範囲内において、最適化された超音波破砕抽出法
の多糖類は他の 2 種類の抽出法の多糖類と比較して高い活性を示し、90%以
上の消去率を達成した。 
図 5-2 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の ABTS ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、ABTS ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 0.5 mg/mL の際







図 5-3 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の水酸基ラジカル消去活
性を示した。霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度が低い場合、水酸基ラジ
カル消去活性は多糖類濃度の上昇とともに高くなり、濃度が 2.5 mg/mL 以上







図 5-4 は 3 種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の SOD 様活性を示した。、
SOD 様活性は霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の濃度上昇とともに高くなり、
濃度が 0.833 mg/mL の際に、70%以上の SOD 様活性が確認された。また明ら



























































図 5-1 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の DPPHラジカル消去活性 





































図 5-2 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の ABTSラジカル消去活性 




































図 5-3 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の水酸基ラジカル消去活性 




































図 5-4 3種類の霊芝菌糸体発酵物由来の多糖類の SOD様活性 
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 まず、霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体の粉末を用いて、第 2 章の記述
(2.2.3.3)に従って熱水抽出を行った。 




除去した。洗浄された固形物を 40 °C で乾燥し、粒径 150 μm まで粉砕し
た。  
 上記のように処理された霊芝菌糸体発酵物及び霊芝子実体粉末を用い、44 










 十分研磨した KBr 粉末を用い、バックグラウンドとして赤外吸収スペクト
ルを測定した。そして、十分乾燥した多糖類を KBr と混合し、十分研磨した
後、サンプルとして赤外吸収スペクトルを測定した。 











 一方、冬虫夏草菌糸体発酵物および霊芝子実体に対し、30 mL/g の溶媒
















ていた。3389、2930、1655、1420、1325、1249 及び 1075 cm-1 の吸収ピーク
はそれぞれ C(3)OH⋯O(5)といった分子内水素結合、CH2 の不対称伸縮振動、
C=O の伸縮振動(アミド)、C-H の伸縮振動、CH2 ロッキング、C=O の伸縮振








1036 cm-1の吸収ピークはそれぞれ O-Hと N-Hの伸縮振動、CH2の不対称伸縮




1374、1320、1252 及び 892 cm-1の吸収ピークはそれぞれキチンの特徴吸収ピ

















 更に、セルロースは TNF-α といったサイトカインの遺伝子発現を促進する
ことによってマクロファージを活性化できる [95]。キチン及びキトサンは













































表 6-1 4種類研究素材の多糖類抽出率および向上率 
原材料 超音波破砕抽出率 熱水抽出率 向上率 
冬虫夏草子実体 7.29±0.08% 3.01±0.10% 142% 
冬虫夏草菌糸体発酵物 14.19±0.09% 8.19±0.34% 73% 
霊芝子実体 4.06±0.09% 1.14±0.15% 255% 
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